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MOLECULES INHIBITRICES DE LA SYNTHESE PROTEIQUE DU VIRUS DE 
L'HEPATTTE C ET PROCEDE DE CRIBLAGE DESDITES MOLECULES 
INHIBITRICES 

5 

L'invention se rapporte au traitement de pathologies virales ou non virales dans lesquelles 
sont impliquees des proteines, dont la synthese est initiee par le biais d'un site d'entree 
interne des ribosomes (IRES), dont au moins une partie de la sequence est similaire d'un 
IRES a r autre. Panni ces pathologies figurent notamment mais de fa<?on non limitative, 

10 paimi les pathologies virales, les virus appartenant a la famille des Flaviridae tels que le 
viras de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV), 
et parxni les pathologies non virales, les cancers dans lesquels sont impliquees certaines 
proteines, telles que par exemple les facteurs de croissance fibroblastiques responsables 
de la neovascularisation des tumeurs en developpement, le proto-oncog&ne c-myc etc.. 

15 Plus precisement, le traitement propose dans rinvention consiste a empecher la fixation 
du facteur d'initiation de la traduction, eIF3, sur TARN constitutif de la partie 5 'non 
codante de la sequence IRES (Internal Ribosome Entry Site) des genomes viraiix ou dS 
certains genes impliques dans les pathologies precitees, de sorte a inhiber la synthesfe^ 
proteique. En consequence, rinvention a egalement pour objet un procede de criblage de; 

20 molecules aptes a inhiber la formation du complexe : sequence de TIRES /eIF3, eh 
particulier la sous-unite proteique pi 10 (egalement denommee pi 16 (BLAST P55884)) 
de eIF3. 

Le processus de recherche et developpement de nouvelles molecules therapeutiques 
25 «Drug Discovery» necessite avant tout V identification de nouvelles cibles associ6es aux 
maladies (proteine, ARN ou ADN) et leurs validation. La cible identifiee et validee est 
ensuite utilises dans des tests de criblage de molecules, qui pennettent de s61ectionner des 
molecules actives. C'est cette approche qui est proposee par le Demandeur, la cible etant 
constituee par une sequence specifique d'IRES. 

30 

Dans la suite de la description, rinvention est plus particulierement d6crite en rapport 
avec le traitement du virus du VHC bien que celle-ci s'applique egalement au virus de la 
peste porcine (CSFV) ou celui de la diarrhee bovine (BVDV), et ce, compte tenu de la 
forte homologte existant entre ces virus appartenant a la meme famille. 



Le virus de Thepatite C a ete identifie comme etant responsable de Vhepatite non A non B 
* developpee frequemment au cours de pathologies chroniques malignes, du type par 
exemple cinhose du foie ou encore carcinome hepato-cellulaire. Le VHC est transmis par 
transfusion sanguine ou de derives sanguins. Le genome du VHC se presente sous forme 
5 d'ARN simple brin d ! une taille avoisinant ies 9,4 kB et codant pour une polyproteine 
unique constitute de 3 010 acides amines (CHOO et aL, 1989). 

Contrairement au schema classique, Initiation de la traduction de TARN messager de 
VHC ne se fait pas par reconnaissance de la coiffe (ou CAP), puisque celle-ci est absente 

10 (traduction dite "cap-dependante"), mais par le biais d'un site d'entree interne des 
ribosomes (IRES), positionne au niveau de la region 5 X non traduite (5'-UTR) du VHC, 
entre les nucleotides 40 et 372 de la sequence du VHC (traduction dite "cap- 
independante"). Le mecanisme de synthese des proteines virales etant tres different de 
celui de la cellule-hote, une strategie possible de developpement de nouvelles molecules 

15 therapeutiques consiste \ inhiber la synthese proteique virale sans influence aucune sur la 
synthase proteique de la cellule hote. De plus, la sequence de FIRES etant une region tres 
conservee chez ce virus repute tres variable (92% d'homologie), on peut s'attendre a ce 
que l'utilisation de cette sequence comme cible, soit particulierement interessante. 

20 Differentes etudes de structures ont montre que TIRES du VHC etait replie sur lui-meme 
pour former trois domaines ou regions, en boucle, respectivement les regions II (Ha, lib), 
IH (Hla, 111b, IHc, Hid, nie, mf) et IV tels que representees sur la figure 1 (ZHAO et al, 
2001), l'IRES comprenant en outre un codon start AUG. L'ARN simple brin du CSFV et 
du BVDV contient egalement une sequence IRES contenant un codon start AUG, la 

25 structure de l'IRES etant similaire a celle du VHC (figure 1) En outre et comme le montre 
la figure 2, Talignement des s6quences constitue du genome de ces trois virus montre une 
forte homologie de la region II de l'IRES, notamment du site de reconnaissance MRR, ce 
qui tend a laisser penser que les molecules agissant sur TIRES du VHC pourraient 
egalement agir sur celui du CSFV ou du BVDV. 

30 

En pratique, Tinitiation de la traduction de 1'ARNm debute par la reconnaissance et la 
fixation par TIRES de la sous-unite ribosomique 40S et de facteurs d'initiation, en 
particulier, le facteur d'initiation denomme f, eIF3 n . 

Le facteur ^initiation eIF3 est un complexe multiproteique constitue de 10 sous-unites 
35 differentes teiles que par exemple p47, p66, pi 10/166 et pl70. Les etudes de pr6diction 




de structures ont montre que la sous-unite pi 10 presentait dans sa partie centrale, situee 
k entre les acides amines 185 et 279, un motif de reconnaissance de TARN (MRU). La 
localisation du motif de reconnaissance de la sous-unite pi 10 de eIF3 est representee sur 
la figure 2. Ce type de motif est retrouve dans un grand nombre de proteines se liant a 
5 TARN (RNA binding protein), telles que par exemples les proteines hnRNP ou encore 
snRNP, mais egalement dans quelques proteines se liant a de l'ADN simple brin. D'apres 
les algorithmes de prediction de structure secondaire, la partie centrale de la sous-unite 
pi 10 est repliee selon une conformation similaire a celle des MRR comius pour les acides 
amines conserves IWD et TK/RGF/YVE localises dans des feuilles 1 et 3 
10 correspondants aux motifs de reconnaissance RNP-2 et RNP-1 (voir figure 2). Bien que 
de par sa structure secondaire et son homologie, le MRR de pi 16 de eEF3 reponde aux 
criteres putatif RNA-binding proteines, sa reelle capacite a fixer TARN n'a jamais ete 
mise en evidence auparavant. 

15 En effet, le document FR-A-2 815 358 decrit une methode de traitement de l'hepatite C 
consistant a empecher la synthase proteique du VHC par inhibition supposee de la 
fixation de la sous-unite pi 10 de eIF3 sur la region III de TIRES. Les molecule^ 
candidates a cette inhibition correspondent a des polypeptides presentant une affinite avec* 
la region m de TIRES superieure a celle de la sous-unit6 pi 10 de eIF3. En pratique, les«: 

20 inhibiteurs polypeptidiques sont obtenus par criblage de proteines pi 10 mutees avec la; 
sequence IRES de VHC. Plus precisement, seule la partie centrale correspondant au moti£ 
de reconnaissance (MRR) est mutee, le polypeptidique etant susceptible de se fixer sur la 
boucle Illb de TIRES de VHC avec une affinite sup6rieure ou egale k celle du MRR non 
mute de pi 10. En pratique, les mutations sont introduces dans le MRR par rautagenese 

25 aleatoire ou par mutagenese ciblee selon la technique de phage display. Li encore, aucune 
indication n'est donnee concemant la sequence nucleotidique de la region III de TERES 
susceptible d'interagir avec le MRR mute. En outre, aucun resultat d'une eventuelle 
inliibition n'est doime dans les exemples. 

30 Sizova et al, 1998, ont montre que e!F3 protegeait la region apicale mb de TIRES du 
VHC et du CSFV, en particulier les Nt 204, 212, 214, 215 et 220 (voir figure 1 du 
document), du clivage enzymatique ou de modifications chimiques. Plus r6cernment, 
Kieft et al, 2001, en utilisant les memes methodes que celles mises en oeuvre par SIZOVA 
precite, ont identifie les nucleotides de la boucle Hlb comme 6tant les elements 

35 principaux de rinteractioi*\. De plus, en utilisant la technique dite «filter-binding assay », 




ces differents auteurs ont montre que la deletion de la region apicale nib entrainait une 
* diminution de 1'interaction eIF3-IRES d'au moins 10-fois. Ainsi, laboucle apicale Illb est 
actuellement consideree comme etant le site le plus probable de fixation de eIF3. 
Toutefois, aucun de ces documents ne montre de maniere precise l'existence d'une 
5 interaction entre le domaine nib isole et eIF3. De meme, aucun d'entre eux n'identifie 
une sequence d'ARN specifique se liant a eIF3. 

Buratti et al, 1998, a montre que les proteines pl70 et 1 16/pl 10 de eIF3 se liaient a la 
region III de TIRES de VHC sans toutefois, la encore, identifier la sequence d'ARN de 
10 FIRES envisagee. 

On sait que les ARN-binding proteines et leur MRR ne reconnaissent que des sequences 
courtes (<10 nt) a Finterieur de ces ARN bien qu'elles soient impliquees dans le transport 
et la maturation d'ARN messagers comprenant lOOOnt et plus. Or, parmi ces sequences 

15 courtes, il est important d'identifier la sequence minimale de TARN de FIRES 
interagissant avec le MRR. En effet, Fidentification de cette sequence minimum permet 
tout d'abord de comprendre le mecanisme de F interaction, mais aussi de concevoir des 
oligonucleotides antisens complementaires (de taille comprise generalement entre 30- 
35nt) susceptibles d'inhiber la formation du complexe ARN/proteine ou dans le cas 

20 d'ARNi (ARN d' interference ou silencing de taille comprise entre 21-23 nt) de cibler la 
region d' interaction. L' identification de la sequence minimale est egalement essentielle 
pour effectuer les etudes structurales necessaires pour le criblage in silico ainsi que pour 
Foptimisation de molecules actives. Selon une technique connue de Fhomme du metier, 
on recherche la staxcture atomique du complexe ARN/proteine ou ARN seul en 3 

25 dimensions par RMN. On sait que cette technique ne peut etre utilisee que pour des 
fragments d'ARN seul ou complexe, de faible taille (inferieure a 25 Nt). Une seconde 
technique correspond a la cristailographie aux rayons X, technique qui peut etre 
appliquee aux fragments d'ARN de plus grande taille limitee toutefois k 70nt. Au 
contraire, la cristailographie des proteines n'est pas limitee pai' la taille mais ne peut 

30 cependant n'etre appliquee que sur des proteines isolees et non sur des complexes 
multiproteiques, tels que eIF3. Mais dans la mesure ou le MRR de eIF3 a ete 
prealablement identifie, cette. seconde teclmique peut etre egalement envisagee a la 
condition de travailler sur des ARN de taille la plus faible possible, inferieure a 70 Nt. 




En d'autres termes, Pun des problemes que se propose de resoudre V invention est 
* d'identifier precisement la plus petite sequence d'ARN de TIRES se liant au MRR de 
pi 10, de sorte a pouvoir utiliser cette sequence dans des methodes de criblage de 
molecules d'interet, notamment par RMN ou cristallographie. 

5 

Au cours de sa recherche, le Demandeur a non seulement decouvert que la sous-unite 
pi 10 de eIF3 ne se fixait pas sur la region III mais sur la region II de TIRES de VHC, 
mais egalement reussi a identifier precisement la sequence nucleotidique de TIRES, 
denommee par la suite sequence consensus, interagissant avec le MRR de pi 10. 

10 

Compte tenu de Pkomologie existant entre la sequence IRES de VHC et celles du CSFV 
et du BVDV, la decouverte de la sequence consensus permet d'envisager de traiter les 
differentes pathologies dans lesquels ces virus sont impliques, en bloquant la synthese 
proteique par inhibition de la fixation de la sous-unite proteique pi 10 de eIF3, en 
1 5 particulier de son MRR, sur la T^gion II de TIRES de VHC. 

Les molecules candidates peuvent etre des molecules existantes ou futures dont lesk 
proprietes inhibitrices sont testees par criblage. r t 

•j 

20 En consequence, Tinvention conceme tout d'abord un procede de criblage de molecules*: 
selon lequel, in vitro : 

a/ on incube ensemble la sous unit6 pi 10 (SEQ ID4) de la proteine eDF3, la 
sequence nucleotidique de la region II (SEQ ID2) de TIRES de VHC ou toute 
sequence contenant au moins 10 nucleotides successifs de la region II (SEQ 
25 ID 2) de l'IRES de VHC et la molecule a tester, 

b/ on detecte ensuite la formation eventuelle de complexe pi 10 / region II IRES, 
Tabsence de complexe temoignant de la capacite inhibitrice de la molecule 
testee, a inhiber la formation desdits complexes, 
c/ on s61ectionne les molecules iiihibant la formation des complexes. 

30 

Par molecule, on designe toute molecule chimique d'origine synthetique ou naturelie, 
connue ou future. 

Comme deja dit, la sous unite pi 10 de eIF3 contient un motif de reconnaissance de TARN 
35 (MRR) situe dans la parti e centrale, plus specifiquement entre les acides amines 175 et 




279 de la sequence SEQ ID4. La sequence d'acides amines du 3S4RR de pi 10 correspond a 
1 la sequence SEQ IDS. 

En d'autres termes et dans un mode de realisation avantageux du procede de criblage de 
5 I'invention, seule la sequence du motif de reconnaissance de la proteine pi 10 (SEQ ID5) 
est incubee. 

Par ailleurs et comme il sera demontre dans les exemples, le Demandeur a identifie 
precisement la sequence de la region H de TIRES du VHC se liant au motif de 
10 reconnaissance de la proteine pi 10. Cette sequence denommee dans la suite de la 
description "sequence consensus" contient 36 nucleotides situes entre les nucleotides 56 
et 92 de la sequence IRES du VHC. La sequence de 35 aucleotides correspond a la 
sequence SEQ ID3. 

15 En consequence et dans un mode de realisation prefere, seule une partie de la region II est 
incubee et correspond a la sequence nucleotidique consensus SEQ ID3 ou une sequence 
comprenant au moins 8nt successifs de la sequence SEQ ID 3. 

En pratique, l'incubation est effectuee dans une solution tampon a temperature ambiante. 
20 Avantageusement, des concentrations croissantes de molecules a tester sont incubees afin 
de detecter une efficacite eventuellement dose dependante. 

La seconde etape du procede consiste a detecter la formation de complexe 
proteine / ARN. Toute methode de detection connue de rhomrae du m6tier peut etre mise 
25 en oeuvre. Avantageusement, la detection est effectuee par filtration du melange au travers 
d'une membrane de nitrocellulose, puis par mesure de la radioactivite liee a la membrane 
coirespondant a la quantite d' ARN fixee sur la membrane. 

D'autres techniques peuvent Stre utilis^es telles que SPA (Scintillation Proximity Assay), 
30 HTRF(Homogeneous Time-Resolved Fluorescence), LANCE (Lanthanide Chelation 
Excitation), FP(Fluorescence Polarization), FCS (Fluorescence Correlation Spectroscopy), FL 
(Fluorescence Lifetime Measurements). 

Dans un mode de realisation avantageux, le procede de criblage de l'invention comprend 
35 deux etapes supplementaires consistant a tester, ex vivo, Influence de la molecule 




selectionnee sur la traduction cap-independante et la traduction cap-dependante, et k ne 
% retenir que les molecules inhibant la traduction cap-independante du VHC sans influencer 
la traduction cap-dependante. 

5 Cette etape peut etre mise en ceuvre par toute methode connue de Thomme du metier, en 
particulier par la construction de vecteurs bicistroniques constitues de deux luciferase 
encadi*ant la sequence de la region E (SEQ ID 2) ou toute sequence contenant au moins 
10 nucleotides successifs de la region II (SEQ ID 2), ou la sequence consensus (SEQ ID 
3) ou une sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ED 

10 3 ; la premiere luciferase etant traduite de maniere cap-dependante et la seconde de 
maniere cap-independante ou inversement. Des cellules sont ensuite transferees par les 
vecteurs bicistroniques puis le taux de traduction par Dual Luciferase est mesure. Les 
cellules susceptibles d'etre transferees sont choisies de maniere classique par l'homme 
du metier, telles que par exemples les cellule HeLa ou encore Huh 7. 

15 

En consequence, Tinvention concerne egalement Tutilisation des molecules identifiees a 
Tissue du procede de criblage precedemment decrit pour la preparation d'un medicament, 
destine au traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhea 
bovine (BVDV). % 

20 ? 
Plus largement, toute molecule apte a d'inhiber in vitro la fixation de la prot6ine pi 10, en 
particulier son motif de reconnaissance (MRR) sur la region II ou une sequence contenant 
au moins 10 nucleotides successifs de la region II (SEQ ID 2), notamment une partie de la 
region II correspondant a la sequence SEQ ID3 ou une sequence comprenant au moins 8 

25 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3, peut etre utilisee pour la fabrication d'un 
medicament destin6 au traitement de Thepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de 
la diarrh6e bovine (BVDV) . 

Dans le cadre d'un premier essai mettant en ceuvre le procede de criblage de Pinvention, le 
30 Demandeur a constate que les aminoglycosides, en particulier la tobramycine, etaient 
aptes a inhiber la fixation du MRR de pi 10 sur la sequence consensus de la region II de 
TIRES et qu ! en outre, cette inhibition n'affectait pas la traduction cap-dependante. 




En consequence, 1'invention concerne egalement l'utilisation ^aminoglycosides, en 
* particulier de la tobraraycine, pour la fabrication d'une composition destinee au traitement 
de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). 

5 Par ailleurs, la decouverte de la sequence consensus rend possible l'utilisation d'un 
oligonucleotide anti-sens complementaire de la sequence SEQ ID 3 ou toute sequence 
comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3 comme 
medicament, en particulier pour le traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine 
(CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). Dans le meme sens, des ARNi contenant 19 

10 nucleotides de la sequence SEQ ED 3 (sequence consensus) flanques par UU peuvent etre 
utilises comme medicament pour le traitement des memes pathologies que ci-avant. 

Dans un premier mode de realisation, Finvention a done egalement pour objet une 
composition pharmaceutique comprenant un oligonucleotide anti-sens complementaire de 
15 la sequence SEQ ID 3 ou toute sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de 
la sequence SEQ ID 3. 

Comme deja dit, les molecules testees dans le proc6de de criblage peuvent etre des 
molecules connues telles que par exemple les aminoglycosides mais egalement des 
20 molecules restant a developper. 

Dans ce dernier cas, il apparait possible, d'identifier in silico, a partir d'une bibliotheque 
de molecules, des molecules capables d'inhiber la synthese proteique des virus 
appartenant a la famille de Flaviridae. 

25 

En consequence, Tinvention. concerne egalement un procede de criblage d'une 

bibliotheque de molecules in silico consistant : 

- a d6tei*miner les coordonnees atomiques soit de la region II de TIRES (SEQ ID 
2) du VHC ou de toute sequence contenant au moins 10 nucleotides successifs de 
30 la region II (SEQ ID 2) de TIRES de VHC, soit de la sequence se liant 

specifiquement au MRR de la proteine PI 10 de eIF3 (SEQ ID 3) ou une 
sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 
3, soit du complexe de la region II (SEQ ID 2) ou de la sequence specifique 
(SEQ ID 3) avec le motif de reconnaissance de la proteine pi 10 de eIF3 (SEQ ID 
35 5) 



- puis a cribler la bibliotheque de molecules chimiques avec les coordonnees 
atomiques ainsi determinees. 

Toute logiciel connu de Thomme du metier pourra etre utilise pour la determination des 
5 coordonnees atomiques. 

Les molecules ainsi identifiees pourront alors etre testees dans le procede decrit 
precedemment consistant a detecter in vitro des complexes ARN/proteine. 

10 L/invention et les avantages qui en decoulent ressortiront mieux de 1'exemple de 
realisation suivant k Tappui des figures annexees. 

La figure 1A est une representation de la structure de TIRES de VHC. Celui-ci est 
constitue de 3 domaines en boucle, II (Ha, lib), III (Ilia, mb, Die, Did, Ille, Illf) et IV. 

1 5 La figure IB correspond a un alignement de sequences d'une par tie de TIRES de VHC, du 
BVDV et du CSFV (Nt 1 a 120). Comme le montre cette figure, il existe une forte 
homologie entre ces trois virus, notamment entre les nucleotides 80 et 110 situ6s dans la 
region II. > 
La figure 2 montre la localisation du Motif de Reconnaissance de TARN dans la^ 

20 sous-unit6 pi 10 de eIF3 et la prediction de sa structure secondaire. 

La Figure 3 compare la capacite du MRR de pi 10 a se fixer sur les regions II, Illabc, 
IlleflV et la totalite de l'IRES de VHC. 

La figure 4 est un schema montrant le principe du proced6 de production de 
sous-fragments aleatoires de TIRES de VHC. 
25 La figure 5 est un sch6ma montrant le principe du procede de selection des 
sous-fragments aleatoires specifiques du MRR de pi 10 de eIF3 obtenus selon le schema 
de la figure 4, (5 A) et les sequences des matrices de transcription et des amorces utilises 
(5B). 

La Figure 6 represente les resultats d* alignement de sequences d'ARN (orientation 
30 antisens) selectionnes a la fin des 4eme et 5eme cycle de selection/amplification (6A) et 
la localisation de la sequence «consensus » (orientation sens) dans TIRES du VHC (6B). 
La figure 7 montre la capacite de la sequence consensus a inhiber Tinteraction entre IRES 
etMRRdepllO. 

La figure 8 represente Peffet des aminoglycosides sur la traduction cap-dependante ex 
35 vivo. 



La figure 9 represente la capacite des aminoglycosides a mhiber la fixation du MRR. 
' d'eIF3 sur la sequence consensus de la region II de TIRES de VHC. 

Exemple 1 : Mise en evidence de la capacite du motif de reconnaissance (MRR) de 
5 pllO a se fixer sur la region II de TIRES de VHC 

1/ Clonage et expression du motif de reconnaissance de pi 10 de eIF3 

La sequence d'acides amines du motif de reconnaissance (MRR) de la proteine pi 10 
10 correspond a la sequence SEQ ID5 situee entre les acides amines 175 et 279 de la 
sequence SEQ ED4 (correspondant a la sequence de la proteine pi 10). L'ADNc codant 
pour le MRR est amplifie par RT-PCR a partir d'ADN extrait de cellules HeLa en 
presence des amorces suivantes : 

- SEQ ID6 : CATATGGATCGGCCCCA GGAAGCAGATGGAATC 
15 - SEQ BD7 : GTGCTCGAGCCACTCGTCACTGATCGTCATATA 

Le fragment amplifie est clone dans un plasmide pET-30b (Novagen) en fusion avec 
Hiso-Tag C-tenninal entre les sites Nde et Xho. La proteine est ensuite produite dans E. 
Coli (souche BL211ysS) puis purifiee sur Ni2+ - NTA agarose dans des conditions 
natives. 

20 

21 Svnthfese de 1'IRES total et ses fragments Ulabc, IlleflV et Ilab 
a/ Principe 

On synthetise et on clone 4 sequences micleotidiques differentes, respectivement : 
25 - une sequence nucleotidique correspondant a la totalit6 de lTRES situee entre 

les nucleotides 40 et 372 de l'ADN de VHC (b), 

- une sequence nucleotidique correspondant a la region HIabc, situee entre les 
nucleotides 1 41 et.252 de l'ADN de VHC (c), 

- une sequence nucleotidique correspondant a la region HlefrV situee entre les 
30 nucleotides 250 et 372 de l'ADN de VHC (d), 

- une sequence nucleotidique correspondant a la region Ilab situee entre les 

nucleotides 40 et 1 19 de l'ADN de VHC (e). 




b/ Clonage de la totalite de la sequence nucleotidique de TIRES (SEQ ID1) 
4 L*ADNc de TERES (SEQ ID1) est amplifie par RT-PCR a partir d'ARN total isole de 
patients atteints du VHC (genotype lb) en presence des amorces nucleotidiques 
suivantes : 

5 SEQ IDS : ACCG CT AGCCTCCCCTGTG AGGAACTACT 

SEQ ED9 GAAAGCTTTTTTCTTTGAGGTTT AGGATTTGTGCTC ATG 
ACG 

Le fragment amplifie est d'abord clone dans un plasmide pGEM-T puis ensuite dans 
pSP-luc+ (Promega) entre des sites Nhel et Hind III Le plasmide pSP-IRES-luc+ ainsi 
10 obtenu contient TIRES du VHC clone en fusion avec la luciferase sous controle du 
promoteur SP6. 



Une fois sequencee (GenomeExpress, Grenoble), la sequence de TIRES a ete alignee et 
comparee aux autres sequences d'IRES deposees dans les banques (telles que D49374 ou 
15 AF139594). L'identite observee etait de 96,6% ce qui correspond au taux moyen de 
variability genomique des IRES entre differentes souches du VHC. 



c/ Synthese de la region Illabc 

La synthese de TADNc de la region IHabc est effectuee de la manure suivante. Deux 
20 oligonucleotides chevauchant, dont le premier, SEQ ID 10, est constitu6 du promoteur de 

la T7 polymerase et de la sequence nucleotidique de la region Ilia et HIb (Nt 139-215 de 

TARN de VHC) et le second, SEQ ID 11, de la sequence nucleotidique de la region 111b et 

IIIc (Nt 193-252 de TARN de VHC) sont hybrides en presence d ! un fragment de Klenow. 

Les oligonucleotides ont les sequences suivantes : 
25 - SEQ ID10 : TAATACGACTCACTATAGGGTAGTGGTCTGCGGAACCGGT 

GAGTACACCGGAATTGCCAGGACGACCGGGTCCTTTCTTGGATAAACCCGCT 

CAA 

- SEQ ID11 : TAGCAGTCTCGCGGGGGCACGCCCAAATCTCCAGGCATTG 
AGCGGGTTGATCCAAGAAAG 

30 

Le fragment d'ADNc double brins obtenu est ensuite amplifie par PCR en presence de T7 
correspondant a la SEQ ID 12 : TAATACGACTCACTATAGGG. 
et dun oligonucleotide flanquant dont la sequence est la suivante : 

- SEQ ID 13 : TAGCAGTCTCGCGGGGGCACG 



35 



10 



12 

d/ Svnthese de la region nieflV 
L'ADNc correspondant a la region IHeflV (Nt 250-372) a ete obtenu par amplification 
PCR du plasmide pSP-AIRES-luc+ a l'aide des amorces dont les sequences 
nucleotidiques correspondent a celles de SP6 (SEQ ID 14 
T ATTT AG GTG AC ACTATAGAAT) et SEQ ID13. Le plasmide pSP-AIRES-luc+ resulte 
de la digestion du plasmide pSP-ffiES-lwH- par Nhel, les sites de coupure etant situes 
entre les nucleotides 39/40 et 248/249 de TIRES. Le produit d' amplification SP6 -> SEQ 
ID13 est ensuite utilise comme matrice dans la reaction de transcription in vitro a l'aide 
de la SP6-polymerase (SP6 MEGAscript, Ambion). 



e/ Svnthese de la region Ilab 
L'ADNc correspondant a la region Hab a ete obtenu par amplification par PCR du 
plasmide pSP-ER£S-luc+ a l'aide des amorces SP6 (SEQ ID 14) et SEQ ID 15 
GTCCTGGTGGCTGCAGGACACTCATAC. Le produit d'amplification SP6 -> SEQ 
15 ID est ensuite utilise comme matrice dans la reaction de transcription in vitro a l'aide 
de la SP6-polymerase. 

3/ Fixation du MRR de pi 10 sur TIRES et ses domaines Elabc, mefTV, nab 

20 Des fragments d'ARN radiomarques sont obtenus par transcription in vitro des matrices 
precitees en pr6sence de [a-32P]UTP. Les fragments d'ARN sont purines dans un gel a 
6 % d'acrylamide-uree et precipites. Les culot d'ARN sont repris dans 25mM Tris-HCl, 
pH 7,4. Afm de permettre la renaturation, TARN a 6te incube a 65°C dans le tampon 
precite pendant 5-7min puis lentement refroidi jusqu'a temperature ambiante. Les ARN 

25 renatures ont ete incubes avec des concentrations croissantes de proteine dans le meme 
tampon 25mM Tris-HCl, pH 7,4, a temperature ambiante pendant 5 min. 
Le melange de proteines et d'ARN est ensuite depose sur une membrane de nitrocellulose 
prealablement lavee avec le meme tampon. La radioactivite du filtre contenant les 
complexes ARN-proteine a ete mesur6e a Taide de compteur de radioactivite MicroBeta 

30 Trilux (PerlcinElmer). 

Dans Thypothese d'une inhibition comp6titive, le MRR de pi 10 a ete prealablement 
incube avec de TARN non radiomarque (concentration : proteine 0,7 uM, ARN : 0,1 a 
1 uM) pendant 30 min a temperature ambiante suivi de Tajout de TARN de TIRES 




radiomarque. L'analyse de fixation de TARN sur la proteine a ete effectuee exactement 
comme decrit ci-dessus. 

4/ Resultats 

5 

L'affinite des motifs de reconnaissance d'ARN (MRR) de la sous-unite pi 10 de eIF3 
pour TIRES entier et ses fragments II, Dlabc et IHefTV a ete etudie par retention sur 
nitrocellulose. Comme il apparait sur la Figure 3, la proteine fixe TIRES avec un Kd 
apparent de 0,8nM. Cependant, Taffinite de MRRpllO pour le fragment Illabc (site 

10 putatif de fixation de eIF3) est significativement inferieure a celle pour TIRES et 
comparable a celle pour IlleflV utilise comme temoin negatif. Cela 6tait inattendu, 
d'autant que les resultats pub lies anterieurement supposaient que la partie apicale de la 
boucle formant la region Illb etait le site probable de fixation de eDF3 ( Sizova D, 1998, 
Buratti, 1998 Kieft et al, 2001), FR-A-2 815 358. En realite et comme montre cette figure, 

15 le motif de reconnaissance de eIF3 se trouve non pas sur la region Illabc mais sur la 
region II. 

Exemple 2 : Identification de la sequence consensus se liant au MRR pi 10 j 

■* 

20 1/ Production de sous-fragments al6atoires de TIRES de VHC et procede de ; 

selection de fragments specifiques se fixant au MRRpl 10 de eIF3 

La methode denommee SERF (Selection of Random Fragments) decrite par STELZ 
(2000) est utilisee pour synthetiser les sequences aleatoires de TIRES. Son principe est 
25 represente sur la figure 4. 

a/ Production des sous-fragments 
2 ug ADNc de TIRES sont digeres par 5U d f une Dnase I (Rnase-free, Amersham), a 
temperature ambiante, pendant 15 minutes, permettant d'obtenir des fragments d'ADNc, 

30 dont la taille varie entre 30 et 100 nucleotides. Des bouts francs sont generes a 1'extremite 
des fragments d f ADNc obtenus, par Taq-polymerase a 72°C, pendant 10 minutes dans un 
tampon PGR a base de dNTP 1 mMol. La Taq-polymerase ajoute en meme temps des 
residus supplementaires «dA» a Textremite 3* de fragments (Figure 4). Ceci permet 
d'augmenter Tefficacite de ligation des fragments obtenus dans le vecteur pGEM-T-Easy 

35 (Promega), muni a son tour de «dT» complementaires a Textremites 5' (Figure 4). 



14 

Les fragments d'ADN sont ensuite clones en presence de T4 DNA ligase (BioLabs) dans 
' un vecteur pGEM-T Easy (Promega) entre les promoteurs T7 et SP6. Les fragments 
d'ADN sont ensuite amplifies en presence des oligonucleotides T7 et SP6 puis le produit 
d'amplification est utilise comme matrice pour la transcription par SP6 (MEGAscript, 
5 Ambion). Les transcrits de taille superieurs a 200nt correspondant aux transcrits avec 
1' insert > 60nt ont ete purifies sur gel d'acrylamide 10% 3M uree (figure 4, M 
correspondant a des marqueurs ARN "Century markers", Ambion). 

b/ Selection des sous-fragments 

10 La proteine recombinante MRRpllO de eIF3 est purifiee sur colonne Ni-NTA-agarose 
dans des conditions natives (figure 5). La proteine purifiee est ensuite incubee avec la 
bibliotheque constituee des fragments d'ARN purifies obtenus ci-avant dans un tampon 
25mM Tris-HCl, pH 7,4 pendant 15 min a temperature ambiante. La concentration de 
l'ARN est, au depart egale a 0,2 uM et celle de la proteine, egale a 0,8 uM. Le melange 

15 proteine / ARN est ensuite depose sur une membrane de nitrocellulose pr6alablement 
lavee avec le mSme tampon. Le filtre contenant les complexes ARN-prot6ine est ensuite 
coupe en morceaux et l'ARN' est extrait avec une solution SDS, 0,1%, sodium acetate 
0,3M pH 5,0 pendant une heure a temperature ambiante. L'ARN est ensuite recupere par 
precipitation dans l'ethanol en presence d'ARNt utilise pour faciliter la precipitation. Le 

20 culot d'ARN est ensuite repris dans lOul d'eau et soumis a une transcription inverse en 
presence de la reverse transcriptase «Stratascript» de ^oligonucleotide T7 (Stratagene). 
Les fragments d'ADN simple brin sont ensuite amplifies par PCR au moyen de 
^oligonucleotide T7 (SEQ ID 14), de 1' oligonucleotide SP6 (SEQ ID 14) et de la 
sequence SEQ ID 16 correspondant a la region linker adjacente a SP6. 

25 . SEQ ID 16: TATTTAGGTGACACTATAGAATACTCAAGCTATGCAT 

CCAACGCGTTG 

Une PCR de contrdle est conduite parallelement avec les oligonucleotides SP6 et T7 afin 
de confirmer 1' absence d'ADN-matrice contaminant, parmi les ARN selectionnes. Les 
fragments amplifies par PCR sont ensuite purifi6s puis utilis6s comme matrice de 

30 transcription dans le cycle suivant. Le cycle de s61ection / amplification est rep6te 5 fois. 
Les produits de RT-PCR sont analyses sur gel d'agarose 2 % (figure 5 : <I>x sont des 
markers ADN (stratagene), 1 et 2 sont des produits d'amplification obtenus avec les 
amorces SP6 ou SEQ ID 16. La concentration d'ARN lors des cycles ulterieurs est egale a 
0,058 uM et celle de la proteine est diminuee regulierement d'une valeur de 1,2 uM lors 

35 du second cycle a une valeur de 0,2 uM au cinquieme cycle. Les produits de RT-PCR 



obtenus apres les quatrieme et cinquieme cycles sont clones dans un plasmide pTrcHis2- 
* TOPO (Invitrogen) choisi pour faciliter le procede de clonage en V absence du 
promoteur T7. Les plasmides ont ete purifies et sequences. Les sequences obtenues ont 
ete alignees a 1'aide de logiciel Clustal W DNA (Thompson , J.D.et al CLUSTAL W: 
5 improving the sensitivity of progressive multiple sequence alignment through sequence 
weighting, positions-specific gap penalties and weight matrix choice. (1994) Nucleic 
Acids Research, 22, 4673-4680 ) disponible sur le site du Pole Bio-Informatique 
Lyonnais. 

10 2/ Resultats 

Comme illustre figure 6A, parmi 16 sequences d'ARN selectionnes, clon6s au bout de 4 
et 5 cycles et sequences a l'aide T7 amorce, 13 clones contiennent la sequence 
ACGCCATGCTAGACGCTTTCTGCGTGAAGACAGTA correspondant a l'anti-sens de 
nt 56-92 de la sequence SEQ ID1, 2 clones contiennent CGCCTCATGCCTGGAGAT (nt 

15 61-72 de SEQ ID1) et un clone montre une homologie avec la partie 84-90 de SEQ ID1. 
Ainsi, ces resultats identified la region de TIRES 56-92 SEQ ID3 ; 
TACTGTCTTCACGCAGAAAGCGTCTAGCCATGGCGTT comme correspondant au ; 
site de fixation de MRR p 1 1 0 (figure 6B). t ^ 

20 L'hypothese de 1' inhibition competitive offre un moyen supplemental d' etude de la 
specificite de 1' interaction en question. Comme il est indique sur la figure 7, les sequences 
consensus des clones 4-35 (DOR 4-35) et 5-4 (DOR 5-4) sont les inhibiteurs les plus 
efficaces (apres TIRES lui-tneme) de Interaction IRES-MRR de pi 10. Ces resultats 
confirment que la sequence consensus identifi6e est un determinant de la fixation de MRR 

25 p 1 1 0 sur r IRES entier. 

Exemple 3 : Test de criblage in-vitro 

Uinterdt de la presente decouverte est de chercher k inhiber la fixation da MRR de pi 10 
30 sur la sequence consensus SEQ ID 3 de la region II de TIRES pour empecher l'initiation 
de la traduction et par consequent la synthese proteique par le VHC 



Parmi les molecules potentielles, le Demandeur a selectionne les aminoglycosides. 




Le test de criblage est effectue comme suit. On incube le MRR de pi 10 et la sequence 
' consensus de la region II en presence de differents aminoglycosides. Le mdlange d'ARN 
est ensuite depose sur une membrane de nitrocellulose dans les memes conditions que 
dans l'exeraple 2. 

5 

Les resultats sont representes sur la figure 8. Parmi les 15 aminoglycosides testes a 4 
concentrations differentes, la tobramycine est le seul aminoglycoside capable d'inhiber la 
formation des complexes ARN-proteines a toutes les concentrations testees. 

10 Exemple 4 : Inhibition de la traduction cap-in dependante ex vivo 

Dans cet exemple, on confirme les resultats de l'exemple 2 en demontrant que l'inhibition 
de la formation du complexe prot6ines / ARN empeche la traduction cap-independante 
dans des cellules ex vivo. 

15 

a/ Preparation de vecteurs bicistroniques 
Des construits bicistroniques constitues d'uri premier cistron correspondant au gene de la 
luciferase Renilla, suivi de la sdquence IRES, suivi d'un second cistron correspondant au 
gene de la luciferase Firefly (pRluc-IRES-Fluc) sont prepares de la facon suivante. Un 

20 plasmide pRL-SV40 (Promega) est linearise avec Xba I et dephosphoryle. Parallelement, 
TIRES est amplifie avec le gene de la luciferase Firefly par PCR, en presence 
d'oligonucleotides complementaires contenant les sites Xbal. Les produits de PCR sont 
ensuite sous-clones dans le plasmide P TrcHis2-TOPO (Invitrogen) afln de contrSler la 
digestion. La ligation de 1'insert contenant TIRES avec le gene de la luciferase Firefly et 

25 le vecteur pRL-SV40 linearise est effectuee a l'aide de T4 DNA ligase (Biolabs). 

b/ Transfection de cellule HeLa 
10 7 cellules HeLa suspendues dans du DMEM exempte de serum sont transferees par 1 a 
2,5 ug de plasmide pRluc-IRES-Fluc par eiectroporation a 0,5 V pendant 30 

30 millisecondes au moyen d'un Gene Pulser (BioRad). Les cellules sont ensuite cultiv6es 
dans des plaques 24 ou 96 puits en presence de differentes aminoglycosides, a des 
concentrations comprises entre 2 et 5 mM pendant 24-36hs. L'activite de luciferase 
Renilla (traduction cap-dependante) et celle de la luciferase Firefly (traduction cap- 
independante=virale) dans les lysats cellulaires est mesuree et comparee au moyen du test 

35 Dual-luciferase (Promega) et de luminometre Lumat LB9507 (Berthold). 




ol Resultats 

D'apres les resultats apparaissant figure 9, la tobramycine bloque la traduction "IRES 
dependante" sans affecter la eduction cap-dependante. Les aminoglycosides bioquent 
Tinteraction IRES / eIF3 dans la cellule et done la synthese de proteine virale. Cela 
signifie que les aminoglycosides, et plus particulierement la tobramycine, peuvent etre 
utilises pour trailer Thepatite C 
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RE VENDIC ATI ONS 

1/ Procede de criblage de molecules selon lequel, in vitro : 
5 a/ on incube ensemble la sous unite pi 10 (SEQ ID4) de la proteine eIF3, la 

sequence nucleotidique de la region II (SEQ ID2) de TIRES de VHC ou toute 
sequence contenant au moins 10 nucleotides successifs de la region II (SEQ 
ID 2) de 1'IRES de VHC et la molecule a tester, 
b/ on detecte ensuite la formation eventuelle de complexe pi 10 / region II IRES, 
10 Tabsence de complexe temoignant de la capacite inhibitrice de la molecule 

testee, a inhiber la formation desdits complexes, 
c/ on selectionne les molecules inhibant la formation des complexes. 

21 Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que seule la sequence du motif de 
1 5 reconnaissance de la proteine pi 1 0 (SEQ IDS) est incubee. 

3/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que seule une partie de la region IL : 
est incubee et correspond a la sequence nucleotidique consensus SEQ ID3 ou une; 
sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3. >4 

20 

4/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la molecule a tester est incubee 
a des doses croissantes. 

5/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que la detection est effectuee par 
25 filtration du melange au travers d'une membrane de nitrocellulose, puis par mesure de la 
radioactivite liee a la membrane correspondant a la quantite d'ARN fixee sur la 
membrane. 

6/ Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que Ton teste ensuite, ex vivo, 
30 Tinfluence de la molecule selectionnee en c) sur la traduction cap-independante et la 
traduction cap-dependante pour ne retenir que les molecules inhibant la traduction 
cap-independante sans influencer la traduction cap-dependante. 



If Precede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on constant des vecteurs 
% bicistroniques constitues de deux luciferase encadrant la sequence de la region II (SEQ ID 
2) ou toute sequence contenant au moins 10 nucleotides successifs de la region II (SEQ 
ID 2), ou la sequence consensus (SEQ ID 3) ou une sequence comprenant au moins 8 
5 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3; la premiere luciferase etant traduite de 
maniere cap-dependante et la seconde de maniere cap-independante ou inversement 

8/ Utilisation des molecules selectionnees a Tissue du precede de criblage objet de Tune 
des revendi cations 1 a 7 pour la fabrication d ! un medicament destine au traitement de 
1 0 l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). 

91 Utilisation d'un aminoglycoside pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine 
(BVDV). 

15 

10/ Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que ^aminoglycoside est la 
tobramycine. 

11/ Composition pharmaceutique comprenant un oligonucleotide anti-sens 
20 complementaire de la sequence SEQ ID 3 ou toute sequence comprenant au moins 8 
nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3. 

12/ Utilisation d'un oligonucleotide anti-sens complementaire de la sequence SEQ ID 3 
ou toute sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3 
25 comme medicament, pour le traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine 
(CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). 

13/ Precede de criblage d'une bibliotheque de molecules in silico consistant : 

- a determiner les coordonnees atomiques soit de la region II de 1TRES (SEQ ID 
30 2) du VHC ou de toute sequence contenant au moins 10 nucleotides successifs de 

la region II (SEQ ID. 2) de FERES de VHC, soit de la sequence se liant 
specifiquement au MRR de la proteine PI 10 de eIF3 (SEQ ID 3) ou une 
sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ED 
3, soit du complexe de la region II (SEQ ID 2) ou de la sequence specifique 




20 



11 Precede selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on construit des vecteurs 
bicistroniques constitues de deux luciferase encadrant la sequence de la region II (SEQ ID 
2) ou toute sequence contenant au moins 10 nucleotides successifs de la region U (SEQ 
ID 2), ou la sequence consensus (SEQ ID 3) ou une sequence comprenant au moins 8 
5 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3; la premiere luciferase etant traduite de 
maniere cap-dependante et la seconde de maniere cap-independante ou inversement. 

8/ Utilisation des molecules selectionnees a Tissue de l'etape c/ du precede de criblage 
objet de la revendication 1 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement de 
10 t'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). 

91 Utilisation d'un aminoglycoside pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine 
(BVDV). 

15 

10/ Utilisation selon la revendication 9, caracteris6e en ce c[ue Taminoglycoside est la 
tobramycine. 

11/ Composition phannaceutique comprenant un oligonucleotide anti-sens 
20 complementaire de la sequence SEQ ID 3 ou toute sequence comprenant au moins 8 
nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3. 

12/ Utilisation d'un oligonucleotide anti-sens complementaire de la sequence SEQ ID 3 
ou toute sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3 
25 comme medicament, pour le traitement de l ! h6patite C (VHC), de la peste porcine 
(CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). 
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Deposaiit : UNTVERSITE JOSEPH FOURIER 
Mandataire : Cabinet LAURENT ET CHARRAS 



7 —-t' 



20 

7/ Proced6 selon la revendication 6, caracterise en ce qu'on construit des vecteurs 
bicistroniques constitues de deux luciferase encadrant la sequence de la region H (SEQ ID 
2) ou route sequence contenant au raoins 10 nucleotides successifs de la region H (SEQ 
ID 2), ou la sequence consensus (SEQ ID 3) ou une sequence comprenant au moins 8 
5 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3; la premiere luciferase etant traduite de 
maniere cap-dependante et la seconde de maniere cap-independante ou inversement. 

8/ Utilisation des molecules selectionnees a Tissue de l'etape c/ du proced6 de criblage 
objet de la revendication 1 pour la fabrication d'un medicament destine au traitement de 
10 l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine (BVDV). 

9/ Utilisation d'un aminoglycoside pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine (CSFV), de la diarrhee bovine 
(BVDV). 

15 

10/ Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que l'aminoglycoside est la 
tobramycine. 

11/ Composition pharmaceutique comprenant un. oligonucleotide anti-sens 
20 complementaire de la sequence SEQ ID 3 ou toute sequence comprenant au moins 8 
nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3 . 

12/ Utilisation d'un oligonucleotide anti-sens complementaire de la sequence SEQ ID 3 
ou toute sequence comprenant au moins 8 nucleotides successifs de la sequence SEQ ID 3 
25 comme medicament, pour le traitement de l'hepatite C (VHC), de la peste porcine 
(CSFV), de la diarrh6e bovine (BVDV). 
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(SEQ ID 3) avec le motif de reconnaissance de la proteine pi 10 de eIF3 (SEQ ED 
5) 

- puis a cribler la bibliotheque de molecules chimiques avec les coordonnees 
atomiques ainsi determinees. 
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T7 linkerl fragment linked SP6 
ADN - IRES " 

tlOUblc y TAATACCA cTrACTATACCCrGAATT. ccKSGAATrwr^'NNTwrn^^ 

hrin 3' ATTATCCT^CTCATATCCCCCTTAA - G<XTTTAAlWflW>fNNN^^ .CTTCCCCAACCTACCTATCGAACTCATAACATjATCACACTCCATTTATS 

^ Debut de transcrit 

SP6 pol ^ 

Transcription ^ 

nv 3- AUttAliCCUCACUCAUAUCCCGCUUAA...XXCCUU^^ GUUGCGO\ACCUACGUAlKT3AACUCAl!AAC r 

ARiN sTAATAccAcrrACTATACCC — 1> Reverse transcriptase 

T7 Selection V 

Simple v TAATACCACTCACTATACCCCOAATT CCGCAATTNNNNNNNNNKNNNNNNNNNNNWNNNNNNNNNNNNNNNNpJATC CAACGCGTTGGATC CATAGCTrGAGTATTO* 

brill STAATACCACTCACTATAGCC ^ ^ GTTGCCCAACCTACCTATCGAACTCATAACATATCACACTGCATTTAT 

T7 Taq-pol Taq-pol 
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SEQUENCE LISTING 
<110> UNIVERSITE JOSEPH FOURIER 

<120> MOLECULE INHIBITRICES DE LA SYNTHESE PROTEIQUE DU VIRUS 
DE L ' HEPATITE C ET PROCEDE DE' CRIBLAGE DESDITES MOLECULES INHIB 
ITRICES 

<130> U19-B-19536 
<160> 16 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 
<211> .326 
<212> • DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> IRES du VHC . 
<400> ' 1 . 

•ctcccctgtg aagaactact gtcttcacgc agaaagcgtc tagccatggc gttagtat 
ga 60 

ccccccctcc cgggagagcc atagtggtct gcggaacc 

ggatgaccgg gtcctttctt ggatcaaccc gctcaatg 

tggagatttg ggcgtgcccc cgcgagactg ctagccgagt agtgttgggt cgcgaaag 
gc " 240 

cttgtggtac tgcctgatag ggtgcttgcg agtgccccgg gaggtctcgt agaccgtg 
ca 300 

tcatgagcac aaatcctaaa gaaaaa 
326 




gtgtcgtgca gcctccagga 
gg 120 

tgagtacacc ggaattgcca 
cc 180 



<210> 2 

<211> 80 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<22 3> Region II de IRES de VHC 

<400> 2 ■ ■ ^ 4. 

ctcccctgtg aggaactact gtcttcacgc agaaagcgtc tagccatggc gttagtat 
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60 


gtgttgtgca gcctccagga 




80 


<210> 


3 


<211> 


37 


<212> 


DNA 


<213> 


Artificial Sequence 


<220> 




<223> 


Sequence consensus 


<400> 


3 



tactgtcttc acgcagaaag cgtctagcca tggcgtt 
37 



<210> 


4 




<211> 


814 




<212> 


PRT 




<213> 


Artificial 


Sequence 


<220> 






<223> 


Sous unite 


pllO de eIF3 


<400> 


4 





Met Gin Asp Ala Glu Asn Val Ala Val Pro Glu Ala Ala Glu Glu Arg 
15 10 15 

Ala Glu Pro Gly Gin Gin Gin Pro Ala Ala Glu Pro Pro Pro Ala Glu 
20 25 30 

Gly Leu Leu Arg Pro Ala Gly Pro Gly Ala Pro Glu Ala Ala Gly Thr 
35 40 45 



Glu Ala Ser Ser Glu Glu Val Gly lie Ala Glu Ala Gly Pro Glu Pro 
50 55 60 
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Glu Val Arg Thr Glu Pro .Ala Ala Glu Ala Glu Ala Ala Ser Gly Pro 
65 70 75 80 

Ser Glu Ser Pro Ser Pro Pro Ala Ala Glu Glu Leu Pro Gly Ser His 

85 90 95 

Ala Glu Pro Pro Val Pro Ala Gin Gly Glu Ala Pro Gly Glu Gin Ala 
100 105 110 

Arg Asp Glu Arg Ser Asp Ser Arg Ala Gin Ala Val Ser Glu Asp Ala 
115 120 125 

Gly Gly Asn Glu Gly Arg Ala Ala Glu Ala Glu Pro Arg Ala Leu Glu 
130 135 140 

Asn Gly Asp Ala Asp Glu Pro Ser Phe Ser Asp Pro Glu Asp Phe Val 
145 150 155 160 

Asp Asp Val Ser Glu Glu Glu Leu Leu Gly Asp Val Leu Lys Asp Arg 

165 170 175 

Pro Gin Glu Ala Asp Gly He Asp Ser Val He Val Val Asp Asn Val 
180 185 190 



Pro Gin Val Gly Pro Asp Arg Leu Glu Lys Leu Lys Asn Val He His 
195 200 205 
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Lys lie Phe Ser Lys Phe Gly Lys lie Thr Asn Asp Phe Tyr Pro Glu 
210 215 220 

Glu Asp Gly Lys Thr Lys Gly Tyr lie Phe Leu Glu Tyr Ala Ser Pro 
225 230 235 240 

Ala His Ala Val Asp Ala Val Lys Asn Ala Asp Gly Tyr Lys Leu Asp 

245 250 255 

Lys Gin His Thr Phe Arg Val Asn Leu Phe Thr Asp Phe Asp Lys Tyr 
260 265 270 

Met Thr lie Ser Asp Glu 'Trp Asp lie Pro Glu Lys Gin Pro Phe Lys 
275 280 285 

Asp Leu Gly Asn Leu Arg Tyr Trp Leu Glu Glu Ala Glu Cys Arg Asp 
290 '295 300 

Gin Tyr Ser Val lie Phe Glu Ser Gly Asp Arg Thr Ser lie Phe Trp 
305 310 315 320 

Asn Asp Val Lys Asp Pro Val Ser lie Glu Glu Arg Ala Arg Trp Thr 

325 330 335 

Glu Thr Tyr Val Arg Trp Ser Pro Lys Gly Thr Tyr Leu Ala Thr Phe 

Page 4 



340 

His Gin Arg Gly 
355 

Gin Arg Phe Ser 
370 

Glu Arg Tyr Leu 
385 

Pro Gin Ala lie 

Gly Phe His Cys 
420 

His Asp Gly Lys 
435 

Tyr Glu Thr Pro 
450 

Ser Gly He Lys 
465 



lie Ala Leu Trp 
360 

His Gin Gly Val 
375 

Val Thr Phe Ser 
390 

He He Trp Asp 
405 

Glu Ser Ser Ala 

Phe Phe Ala Arg 
440 

Ser Met Gly Leu 
455 

Asp Phe Ser Trp 
470 



345 

Gly Gly Glu Lys 

Gin Leu He Asp 
380 

Pro Leu Met Asp 
395 

He Leu Thr Gly 
410 

His Trp Pro He 
425 

Met Thr Leu Asp 

Leu Asp Lys Lys 
460 

Ser Pro Gly Gly 
475 



350 

Phe Lys Gin He 
365 

Phe Ser Pro Cys 

Thr Gin Asp Asp 
400 

His Lys Lys Arg 
415 

Phe Lys Trp Ser 
430 

Thr Leu Ser He 
445 

Ser Leu Lys He 

Asn He He Ala 
480 
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Phe Trp Val Pro Glu Asp Lys Asp lie Pro Ala Arg Val Thr Leu Met 

485 490 495 

Gin Leu Pro Thr Arg Gin Glu lie Arg Val Arg Asn Leu Phe Asn Val 
500 505 510 

Val Asp Cys Lys Leu His -Trp Gin Lys Asn Gly Asp Tyr Leu Cys Val 
515 520 525 

Lys Val Asp Arg Thr Pro Lys Gly Thr Gin Gly Val Val Thr Asn Phe 
530 .535 540 

Glu He Phe Arg Met Arg Glu Lys Gin Val Pro Val Asp Val Val Glu 

545 550 555 560 

Met Lys Glu Thr lie He Ala Phe Ala Trp Glu Pro Asn Gly Ser Lys 

565 570 575 

Phe Ala Val Leu His Gly Glu Ala Pro Arg He Ser Val Ser Phe Tyr 
580 * 585 590 

His Val Lys Asn Asn Gly Lys He Glu Leu He Lys Met Phe Asp Lys 
595 600 605 

Gin Gin Ala Asn Thr He Phe Trp Ser Pro Gin Gly Gin Phe Val Val 
610 615 620 
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Leu Ala Gly Leu 
625 

Ser Asp Cys Thr 

Val Glu Trp Asp 
660 

Trp Ser His Lys 
67 5 

Arg Leu Leu Gin 
690 

Arg Pro Arg Pro 
705 

Lys Lys Asp Leu 

Leu Ser Gin Ser 
740 

Met Met Glu Asp 



Arg Ser Met Asn 
630 

Val Met Asn lie 
645 

Pro Thr Gly Arg 

Val Asp Asn Ala 
680 

Lys Asn Asn Lys 
695 

Pro Thr Leu Leu 
710 

Lys Lys Tyr Ser 
725 

Lys Ala Ser Lys 
Phe Arg Lys Tyr 



Gly Ala Leu Ala 
635 

Ala Glu His Tyr 
650 

Tyr Val Val Thr 
665 

Tyr Trp Leu Trp 

Asp Arg Phe Cys 
700 

Ser Gin Glu Gin 
715 

Lys lie Phe Glu 
730 

Glu Leu Val Glu 
745 

Arg Lys Met Ala 



Phe Val Asp Thr 
640 

Met Ala Ser Asp 
655 

Ser Val Ser Trp 
670 

Thr Phe Gin Gly 
685 

Gin Leu Leu Trp 

lie Lys Gin lie 
720 

Gin Lys Asp Arg 
735 

Arg Arg Arg Thr 
750 

Gin Glu Leu Tyr 
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755 760 765 

Met Glu Gin Lys Asn Glu Arg Leu Glu Leu Arg Gly Gly Val Asp Thr 
770 775 780 

Asp Glu Leu Asp Ser Asn Val Asp Asp Trp Glu Glu Glu Thr lie Glu 
785 790 795 800 



Phe Phe Val Thr Glu Glu lie lie Pro Leu Gly Asn Gin Glu 

805 810 



<210> 5 

<211> 106 

<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> MRR de pllO 

<400> 5 

Met Asp Arg Pro Gin Glu Ala Asp Gly lie Asp Ser Val lie Val Val 
1 5-10 15 

Asp Asn Val Pro Gin Val Gly Pro Asp Arg Leu Glu Lys Leu Lys Asn 
20 25 30 

Val lie His Lys lie Phe Ser Lys Phe Gly Lys lie Thr Asn Asp Phe 
35 40 45 

Tyr Pro Glu Glu Asp Gly Lys Thr Lys Gly Tyr lie Phe Leu Glu Tyr 
50 55 60 



Page 8 



Ala Ser Pro Ala His Ala Val Asp Ala Val Lys Asn Ala Asp Gly Tyr 
65 



70 75 80 



Lys Leu Asp Lys Gin His Thr Phe Arg Val Asn Leu Phe Thr Asp Phe 

85 90 95 



Asp Lys Tyr Met Thr He Ser Asp Glu Trp 
100 105 



<210> 6 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> MRRfwd 
<400> 6 

catatggatc ggccccagga agcagatgga ate 
33 



<210> 7 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> MRRrev 
<400> 7 

gtgetcgage cactcgtcac tgategtcat ata 
33 



<210> 8 

<211> 29 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> IRESfwd 
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<400> 8 

accgctagcc tcccctgtga ggaactact 
29 



<210> 9 
<211> 46 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> . 

<223> IRESrev 
<400> 9 

gaaagctttt ttctttgagg tttaggattt gtgctcatga tgcacg 
46 



<210> 10 
<211> 95 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Illabcfwd 
<400> 10 

taatacgact cactataggg tagtggtctg cggaaccggt gagtacaccg gaattgcc 
ag 60 

gacgaccggg tcctttcttg gataaacccg ctcaa 
95 



<210> 11 

<211> 60 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 

<220> . 

<223> Illabcrev 

<400> 11 

tagcagtctc gcgggggcac gcccaaatct ccaggcattg agcgggttga tccaagaa 

ag 60 

<210> 12 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
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<223> T7 
<400> 12 

taatacgact cactataggg 
20 



<210> 13 
<211> 21 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> Illabcrev 
<400> 13 

tagcagtctc gcgggggcac g 
21 



<210> 14 
<211> 22 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> 

<223> SP6 • 
<400> 14 

tatttaggtg acactataga at 
22 



<210> 15 
<211> 27 
<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 
<220> . 

<223> Linkerrev 
<400> 15 

gtcctggtgg ctgcaggaca ctcatac 
27 



<210> 16 

<211> 48 

<212> DNA 

<213> Artificial Sequence 



<220> 
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<220> 

<223> LinkerSP6 
<400> 16 

tatttaggtg acactataga atactcaagc tatgcatcca acgcgttg 
48 
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